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Dyslokalisationsmolekule und deren 
Verwendung 



Die vorliegende Erfindung betrifft Dyslokalisationsmolekule, 
Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung als 
Arzneimittel, insbesondere zur Behandlung von Tumoren. 

Die Lokalisation eines Proteins, also der Aufent halt sort in einer 
Zelle, in einem Gewebe oder im Plasma hat wesentlichen Einfluss auf 
die Funktion und Aktivitat des Proteins. Dies gilt in besonderem 
Ma£e fur Proteine, die an der Zellregulation beteiligt sind. 

Eukaryonten-Zellen enthalten intrazellulare Membranen, die nahezu 
die Halfte des Zellinhaltes in raumlich getrennte, als Organellen 
bezeichnete Kompartimente aufteilen. Die Haupttypen der in alien 
eukaryontischen Zellen vorkommenden membranumschlossenen Organellen 
sind das Endoplasmatische Reticulum, der Golgi-Apparat , der Zell- 
kern, die Mitochondrien, die Lysosomen, die Endosomen und die 
Peroxisomes Jedes Organell besitzt einen bestimmten Satz an 
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Proteinen, der die Auf rechterhaltung der organellspezif ischen 
Funktionen gewahrleistet . 

Die neusynthetisierten Proteine finden ihren Weg vom Cytosol, wo 
sie gebildet werden, zu dem Organell, in dem sie spezifische 
Aufgaben erfullen, indem sie einem spezifischen Transportweg 
folgen. Der Transportweg ist durch Signale in Form von Signal- 
peptiden oder Signalbereichen in der Aminosaure-Sequenz des 
Proteins festgelegt. Diese Signalpeptide werden von entsprechenden 
Rezeptoren des Zielorganells erkannt. Proteine, die ihre Aufgabe 
im Cytosol erfullen, enthalten keine Signalpeptide und verbleiben 
daher im Cytosol (Alberts et al., Molekularbiologie der Zelle; VCH 
Verlag, 3. Auf lage) . 

t 

Die zielgerichtete Lokalisation der Proteine wird ferner durch 
deren Organisation als multimere Komplexe erzielt, welche gezielt 
zu subzellularen Strukturen transportiert werden konnen. Diese 
Komplexe werden an entsprechenden Orten durch ihre Affinitat 
gegenuber Anker- oder Scaffold- Proteinen und mittels anderer 
struktureller Komponenten an diesem Ort gehalten. Die Affinitat 
einzelner Proteine zu diesen Strukturen hangt von entsprechenden 
Lokalisationsdomanen, post-translationalen Modif ikationen, alo- 
sterischen Veranderungen und anderen Ef f ekten ab (Stein et al . , 
J.Cell.Biochem. , Suppl - (2000) , S. 84-92). 

Die Funktion verschiedener Proteinf amilien, die DNA-bindende und 
transaktivierende Aktivitat aufweisen, wie beispielsweise Catenin, 
Notch oder STAT- Proteine, hangt essentiell von dem Transport aus 
dem Cytosol in den Zellkern ab. 

in vielen Erkrankungen ergeben sich funktionale Konsequenzen einer 
Mutation durch veranderte Lokalisation der mutierten Genprodukte. 
Bei der Chronischen Myeloischen Leukamie (CML) beispielsweise 
hangt das transformierende Potential des Bcr-Abl nicht nur von der 
aktivierten Kinaseaktivitat des Abl ab, sondern auch von der ge- 
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stdrten, Aktiri-gebundenen Lokalisation des Proteins. Aufgrund 
dieser Lokalisation werden sowohl mitogene als auch anti- 
apoptotische Signalwege aktiviert, wodurch die trans formierende 
Aktivitat erreicht wird (Daley et al., Science, Vol.247 (1990), 
S. 824-830) . 

Ein nuklearer Einschlufi des Bcr-Abl durch unspezif ische Hemmung 
der nuklearen Exportmaschinerie fuhrt beispielsweise zur Apoptose 
der Bcr-Abl positiven Zellen (Vigneri P.& Wang J.Y., Nat.med., 
Vol.7 (2001), S. 228-234) . 

Bei der Akuten Myeloischen Leukamie (AML) ist die maligne 
Transformation oft mit einer Proteindyslokalisation verbunden. Die 
haufigsten chromosomalen Translokationen erzeugen chimare Pro- 
teine, die Transkriptionsf aktoren umfassen, wodurch haufig die 
DNA-Bindungsdomane eines Transkriptionsaktivators mit einem Trans - 
kriptionsrepressor fusioniert wird. Es erfolgt somit ein 
Fehltransport des Tramskriptionsrepressors zu den Zielgenen des 
Transkriptionsaktivators . 

Die haufigste chromosomale Translokation bei der AML ist die 
t(8;21) Translokation, die in 10-15% der erwachsenen Patienten mit 
dieser Krankheit gefxinden wird (Downing J.R., Br. J. Haematol. Vol. 
106 (1999), S. 296-308) . Aufgrund dieser Translokation wird das C- 
terminale Ende des Transkriptionsaktivators AML1 durch den 
Transkriptionsrepressor ETO ersetzt und erzeugt das Fusionsprotein 
AML1-ET0 (Meyers et al., Mol. Cell. Biol. , Vol.15 (1995), S.1974- 
1982; und Lenny et al., Oncogene, Vol.11 (1995), 1761-1769). 

Das Fusionsprotein AML1-ETO ist in der Lage, die Bindung ver- 
schiedener Co-Repressoren und Histon-Deacetylasen (HDACs) zu 
bewirken, und auf diese Weise die Expression der AML1 Zielgene, 
beispielsweise von GM-CSF, der neutrophilen Elastase und c/EBPa, 
zu inhibieren (Britos-Bray, M. & Friedman, A.D., Mol. Cell. Biol. , 
Vol.17 (1997), S. 5127-5135) ; Frank et al., Oncogene, Vol.11 
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(1995) , S. 2667-2674); Pabst, et al., Hat. Med.. Vol.7 (2001) 

S 444-451; und Oelgeschlager et al., Hoi .Cell .Biol . . Vol.16 

(1996) S. 4717-25) . Es 1st davon auszugehen, dafi diese Wirkung des 
AML1-ETO fur die fur AML typische Blockade der Dif ferenzierung 
verantwortlich ist. 

Tumorerkrankungen werden heute ublicherweise durch eine 
Kombination aus chirurgischem Eingriff, Bestrahlung und der 
Verabreichung von Chemotherapeutika behandelt. Bex den 
hamatologischen Tumorerkrankungen beschrankt sich die Therapxe vor 
allem auf die Verabreichung von Chemotherapeutika. Die klassxschen 
chemotherapeutischen Ansatze wie auch die Bestrahlung wirken 
jedoch nicht spezifisch auf die Krebszellen. Fur den Patienten xst 
die Therapie daher in jedem Fall mit schwerwiegenden Nebenwxrkun- 
gen verbunden, weil die Wirkung des jeweiligen Therapieansatzes 
alle proliferierenden Zellen trifft. 

Die Nebenwirkungen der Chemotherapie konnen bis zu akutem 
Nierenversagen und toxisch bedingten Organschadigungen an Herz, 
Lunge, Leber und NervensyStem fuhren. Als Folge der 
immunsuppressiven Wirkung dieser Therapie muS mit einer gehauften 
Anzahl von todlich verlaufenden Infektionen gerechnet werden. 
Gerade fur altere Patienten kommen viele Therapien wegen xhrer 
Toxizitat nicht in Frage. 

Die beschrankte Verfugbarkeit von Wirkstoffen, die spezifisch 
gegen Krebszellen gerichtet sind und diese angreifen, xst exn 
wesentlicher Grund fur die immer noch sehr schlechte Prognose bex 
vielen Krebsarten. 

Itn Stand der Technik wurde daher versucht, Tumorzell-spezif ische 
Therapieansatze zu entwickeln. So wurde ein defizientes Adenovxrus 
konstruiert, das ausschlieSlich in Tumoren mit Mutationen xm p53 
Signaltransduktionsweg replizieren kann (Bischoff et al., 1996, 
Science, Vol.274, S. 373-6) . Durch dieses Vorgehen werden Tumor- 
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zellen, welche eine p53 Mutation aufweisen, infiziert, w3hrend 
andere Zellen nicht beeinflu&t werden. Der praktische Wert dieser 
Therapie wird gegenwartig in klinischen Versuchen untersucht 
(McCormick F. , 20,00, Semin . Cancer Biol., Vol.10, S. 453-9) . 

Die meisten Therapieansatze sind jedoch auf die Identif izierung 
kleiner Molekule gerichtet, die als Inhibitoren onkogener Proteine 
verwendet werden konnten, beispielsweise spezif ische Inhibitoren 
der Tyros inkinasen. STI571, ein Inhibitor verschiedener Tyoro- 
sinkinasen, darunter Bcr-Abl, hat sich gegen t(9;22) Leukamien als 
wirksam erwiesen (Vigneri et al., 2001, Nat. Med., Vol.7, S.228- 
34) . Trotz der Wirksamkeit des STI571 bei der Hemmung der 
molekularen Ziele in BCR-ABL-assoziierten Erkrankungen wird voile 
Wirksamkeit nur bei CML-Patienten mit einer fruhen (chronischen 
Phase), aber nicht voll ausgebildeten Erkrankung erreicht. Im 
Gegensatz dazu ist ein Ruckfall bei den meisten Patienten mit Bcr- 
Abl positiver TUcuter Lymphoblastischer Leukamie und CML- 
Blastenkrise zu beobachten. Der Grund besteht wahrscheinlich 
darin, daS der Krebs das Ergebnis einer Serie genet ischer 
Veranderungen ist und die Umkehr eines dieser onkogenen Ereignisse 
durch einen Wirkstoff fur die Heilung der Erkrankung nicht 
ausreichend ist. 

Obwohl molekulare Angrif f sziele (sogenannte "targets") fur eine 
Krebstherapie mit zunehmender Geschwindigkeit identif iziert 
werden, sind bislang kaum Ideen entwickelt worden, wie dieses 
Wissen fur spezif ische Therapien genutzt werden konnte. 

Der vorliegenden Erfindung lag somit die Aufgabe zugrtande, 
Verbindungen zur Verfugung zu stellen, die als aktiver Wirkstoff 
eines Arzneimittels eine verbesserte Behandlung von Tiomoren, 
inbesondere von Leukamien ermoglichen. 

Diese Aufgabe wurde nunmehr dxxrch Verbindungen gelost, die 
Bindungsaffinitat fur ein Tumor- spez if isches Molekul aufweisen und 
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^o^ifischen Molekuls bewirken 
eine Dys legalisation des Tumor-spezxf iscnen 



konnen. 



^n-rlieaenden Anmeldung ist es 
* aXle Z r^nL^en Verbindungen 

bevorzugt, ** d« *«* ^.^itischen MoleKula daa 

^ DySl ° kall3 ""Lr ZelleHnhiLrt Oder eogar in Tumor- 
Wachstum Tumor- spezxfxscher Zelien 

spezifischen Zellen Apoptose induziert. 

richtet sich der Therapieanaatz der vorlie ^ dem dle 

au£ eine Bvslofcaliaation einea ^^J^ur Bliminierung 
potion des Onkogens nicht rnhibrert. s ° nde "> Die 
der o^en-enthaltenden Zellen genutzt J-d^ 

e^ndungsgemaSen verbindungen "^.^^l^le^l nicht 
nerlei wirlcung auf Zellen, die das Tumor ape zrfrs 

aufweiaen. Bieaer neue Therapieanaatz "»**^ l ^ llf udh . 
„e Sreignisae - Tiae da, die 

Higenechaft der Tumorzellen » ^ erner Ketho de die 

Tua.orzelle eliminxert wzrd. Hl « bel * . auch der onko genen 
Tat sache. daas die Punfctxon vxeler Protexne 
Proteine - nicht nur von xhrer Form, a 
entzcLidend von ihrer Localization in der Zelle abhangt. 

G-« einer ^ahrungaror. der ^^"^^^ 
slc b bei - ---- - r^Ili -ine Mole^le 

Fusxonsprotexn. Es xst aoe mindung an das Tumor- 

^n-r-rh ihre spezxfxscne Bxnauny 
einzusetzen, dxe durcn inre *>V Vielzahl 

„>,„ Molekul charakterisiert sxnd. Exne 
spezxfxsche MoieJcux ^ . Al organische 

Molelcule werden -r legend Ko MoleI culargewicht 
Molefculargeweicht verstander Dzeae *> ^ ^ <500 

1^' ^TT- ^ zuza^engerOgte »ole*ule zu 
^TLtn-i unterschiedlichen Komponenten beateben. 
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Das Tumor-spezifische Molekul ist ein Molekul, das in dieser Form 
entweder ausschliefclich in Tumorzellen vorliegt oder in 
Tumorzellen in einer anderen Konzentration als in gesunden Zellen 
vorliegt. Vorzugsweise handelt es sich auch bei dem Tumor- 
spezifischen Molekiil um ein Peptid, Oligopeptid, Protein, 
Fusionsprotein, RNA oder DNA. Hierbei sind auch tumor spezifische 
posttranslationale Modif ikationen wie Phosphorylierung, 
Glykosylierung, Acetylierung, Methylierung und ahnliche 
Modifikationen als Tumor-spezif ische Parameter moglich. 

Gemafi einer Ausfuhrungsf orm der vorliegenden Erfindung handelt es 
sich bei dem Tumor-spezif ischen Molekul um ein Fusionsprotein, 
welches ausschliefilich in Tumorzellen vorliegt, beispielsweise das 
Molekul AML1-ETO. Weiter angreifbare Tumor-spezif ische Molekule 
sind die aus anderen chromosomalen Trans lokationen entstehenden 
Fusionsproteine bei Leukamien (Bcr-Abl, PML-RARalpha, PLZF- 
RARalpha, MLL-Fusionsproteine, etc.) sowie bei anderen malignen 
Erkrankungen (z.b. EWS-Fli bei Sarkomen) . 

Die erfindungsgemaSen Verbindungen weisen eine Bindungsaf f initat 
fur die Tumor-spezif ischen Molekule auf. Die Bindungsaf f initat 
liegt vorzugsweise im Bereich von 10" s bis 10 12 , und besonders 
bevorzugt im Bereich von 10" 7 bis 10" 9 . 

Die erfindungsgemaSen Verbindungen sind in der Lage, eine Dys- 
lokalisation der Tumor-spezif ischen Molekule zu bewirken. Im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung wird unter einer Dyslokalisation 
eines Tumor-spezif ischen Molekuls der Transport des Molekiils 
innerhalb der Zelle oder des Gewebes an einen Ort verstanden, an 
dem dieses Molekul in Tumorzellen ublicherweise nicht vorliegt. 
Beispielsweise kann eine Dyslokalisation eine Bindung Tumor-spezi- 
fischer Proteine (beispielsweise Transkriptionsaktivatoren oder - 
repressoren) an die genomische DNA an Positionen bewirken, an 
denen die Tumor-spezif ischen Proteine sonst nicht binden wurden. 
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^ eines anderen Beispiels kann^e 
T^or-spezifischen Moleknls znr Folge haben da E toeses se 

in eijl zellorganell transportiert wizd, obwohl es in a 
Oder in ein ffi" a M „i=viil ist Das Tumor-spezif i- 

Tumorzelle ein oytoplasrcatisches Molekul ist. tiert 
S che Molekul kann beispielsweise aus de* Kukleu* exp 
werden. obwohl es in Tumorzellen ein nukleazes Molekul ist. 

<*-« einez besondezs — - j ^^J^Sf^ 
Er£ indung «** *- ™ 

Di e wacns^inbibi.ion Kann ^ =r 
pathways", Blood, 2000 Dec 1, Vol. 96(12), 



den. 



^ einez alzema. i- £ ^ ^ose 

erfindungsge.naSen Molekul behandelz ^ ^1 

unbeha ndelten Zellen vorzugsweise - den F^ozJ ^ • 
eine Steigerung dez Apoptose u. mindestens den ^ 

„ octP iaerte induction der Apoptose in 
b evozzugt isz. Die gesteige gemessen werde n 

^ozzellen kann ni«e * ^ q£ ^ 

^TZ'^s- S^»^. -1 Apr. Vol. 38(2) , „-.». 
„ p^nen dez vorliegenden Er.indung fc^^^ 1 ^! 

spezifisohen Molekuls an eine die Bindung des 

die Transkription eines Gens regimes. 

^-spezifisohen Molekuls kann die Tzanskription des Gens 
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aktiviert Oder inhibiert werden. 

GemaS einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform umfaSt die 
Verbindung die Peptidsequenz der c-myb DNA-Bindungsdomane und/oder 
die Peptidsequenz der AMLl-Bindungsdomane des MEF ("myeloid elf 
like factor") . GemaE einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm 
weist die erf indungsgemafie Verbindung die in SEQ ID NO:l gezeigte 
Aminosauresequenz auf. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Nukleinsauren, die fur 
ein erf indungsgemaSes Peptid oder Protein kodieren, das 
Bindungsaf f initat fur ein Tumor- spezifisches Molekiil auf weist und 
eine Dyslokalisation des Tumor- spezifischen Molekiils bewirken 
kann. Bei der Nukleinsaure handelt es sich vorzugsweise urn DNA 
Oder RNA. Die Nukleinsaure kann Teil eines Vektors sein, der fiir 
eine Expression der Nukleinsaure ausgelegt sein kann. Gemafi einer 
besonders bevorzugten Ausfiihrungsform wird die erf indungsgemafie 
Verbindung von der in SEQ ID NO: 2 gezeigten Nukleotidsequenz 
kodiert . 

GemaS einer weiteren Ausfuhrungsf orm betrifft die vorliegende 
Erfindung Wirts-Zellen, die eine der erf indungsgemaSen Nuklein- 
sauren auf we is en. 

Die Erfindung umfasst ferner Arzneimittel, welche eine erf in - 
dungsgemaSe Verbindung, Nukleinsaure oder Wirts-Zellen umfassen. 
Das Arzneimittel kann ferner einen pharmazeutisch vertraglichen 
Trager umfassen und zur oralen, intravenosen oder intramuskularen 
Verabreichung formuliert sein. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung der 
erf indungsgemaSen Verbindung, Nukleinsauren oder Wirts-Zellen zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Tumoren, 
Leukamien, insbesondere der Akuten Myeloischen Leukamie. Die 
Behandlung einer Akuten Myeloischen Leukamie, die durch eine 
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ta) 
(b) 



t(8,21) Translation verursacht wurde, ist besonders bevorzugt. 

I. Rahmen der vorliegenden Erfindung sind femer Verfabxer i zur 
Herstellung der erf indungsgemaSen ^J^Z 
sich dabei urn ein Peptid oder Protein handelt, kann dieses 
rekonfcinant exprimiert oder durch Proteinsyntnese gewonnen werden. 

SchlieSlich betrifft die vorliegende Erfindung Verfanren zur 
scniieii ^. _, r Behandlunq von Tumoren 

Identifizierung einer Verbmdung, dxe zur Benancuung 

geeignet ist, bei denen man: 

ein Tumor-spezifisches Molekul identif iziert; und 

eine Verbindung identif iziert , die eine Bindungsaf f ini- 
tat fur das Tumor- spezifische Molekul aufweist und eine 
Dyslokalisation des Tumor- spezif iscben Molekuls bewxr- 
ken kann. 

T^rspezifische Holekule werden bei diese* Verfanren mittels 
Werner O-o-ik- — Proteo,»ik-Verfanren identzfrzzez^ Hzerbex 
KSnnen zu* Beispiel Microarray-Analysen oder 2D 
Proteingelelektrophoresen It nachfolgender maesen 

s P ektroLriscner Identif izierung S owie eine Kc^rnatron dxeser 
Verfahren eingesetzt werden. 

Alle in Stand der Technik bekannten Verfanren zur Analyse _von 
Lerschieden zwizcnen Tanorzeilen und niont-entarteten Zellen 
* 6n nen erf indungsgena* zur Identif izierung Tu^or-spezrf xseher 
Molekule verwandt werden. 

in einem zweiten Schritt wird das Zielmolekul identifiziert, das 
" ^lokation dee Tu»or-spezif iscnen Moiekuls — tzt^erden 
kann Hierbei kann es eich wiederum un. ein Protexn. erne PBA oder 
ein DNA- Fragment handeln. 
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ras Screening-verfabren wird vorzugsweise als 

^cbdurcnsatzverfabren so angewandt, daE mittels auto-natxacber 
ptpetclerroboter tausende von substanzen auf ibre Bindung an das 
xTor spezifiscbe Holezul und an das 
getestet warden. Ausgewablt werden dann 

lit hoher Affinitat und Spezifitat an ernes dar bexden 

an baida zugleicb bxnden. Werdan zwei unterscnxedlxche 
^l ek ule identifiziert <«obai ainas an das Tumor-spezxf xscbe 
Moxeicuxe « di nvslokalisation auslost) , so 

Molekiil -bindat und das andera dxe BysioKa 

werden diasa Molekule durcb cbezdsche Verfabren. z.B durcb da 
Einfuhren ainas Polylinlcers geXoppelt. Ein groEer vortexl dxeses 
Screenxn^rfabrens liegt darxn. daE iedes Malawi nur an das 
Zielle^ul bindan aba. nicbt notwendigerwexse aucb dxe 

Funktion des Zielmolekfils beeinfluBen muE. 

in dan nacbfolgenden Beispxelen wurde ain re*o**inantes Fu- 

_ die ZMLI-ETO-Repressoralctxvxtat auf 

sionsprotain erzeugt. - ^J^^ ^ die Proliferation 
Promotoren zu rxchten, die fur das unerxe s—zifitat 
^eloxscber ZeXlen essantiall sind. Ein bobas MaE an ^" £ ^_ 
.Lda durcb varscbiadana Effebte erreicbt. Bxe ^f^. 
dungsstallen wurden als Ziel fur GFP-MSM und AMKL-ETO Pepres 
sorLplexe ganutzt. C-nyb ist fur biUnatopoetxscne Zellen es 
sentlexl. JeLb nicbt fur die EntwicHluxxg anderer Organe ,Mu- 
censki. 1991. cell V0I.6S, S. 677-89) . 

Pie essantielle Badeutung des c-myb fur Zellprolifarationan 
Die essentiex hpkarmt D ie Hemmung myb- 

leuza.iscber Zellen xst allg««xn LeuMmiet berapie 
abhangiger Gene stellt ein wesentlxches Zxel aa 

L fJcansKi. 1991, cell Vol.65. S.677-89,- Pata^zaz. 19 2 

Proc.Natl.Acad.Sci. OSA. vol.89. S.118237; Gewxrtz et 

science. Vol.242. S.1303-6.- Gewirtz A.M.. 1999. Oncogene. Vol.18. 

3056-62) . 

Pie Experi„,ente zeigen, daE das erf indungsgercaEe 

tionsSeKul (bier ein re^inantes Fusionsprotexn, gegenuber 
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Zellen welche AML1-ETO nicht exprimieren, nicht toxisch ist. Eine 
hone spezif ische Toxizitat wurde fur Zellen erzielt, dxe 
tumorinduzierende Trans format ionen erlitten hatten. 



Beschrelbung der Figuren 



Figur It 



Konstruktion eines AMLl - ETO Dyslokalisationspro- 



teins 



a Hypothese der Funktion eines chimaren Protexns { 
bestehend aus der DNA Bindungsdomane von c-myb und 
der AMLl Bindungsdomane von MEF. 
b Struktur des chimaren Proteins und der Deletionsmu- 

tante. 

Immunoblot-Nachweis aus Cos7-Zell-Lysaten mit 
einem Anti-GFP-Antikorper nach Transfektxon der 
Zellen mit GFP, GFP-AM&M und GFP-M&M. 

Figur 2: Spezif ische Bindung des GFP -M&M an myb Bin- 

dungsstellen und Bindung von AMLl -ETO in vxtro. 
Zellkernextrakte von Cos7-Zellen, die mit c-myb 
GFP-M&M und AMLl -ETO transfiziert worden waren, 
wurden in -Elektrophoretischen Mobilities Shift 
Assays" (EMSA) analysiert. Kompetitions-Expe- 
rimente mit spezifischen myb und unspezif ischen 
Oligonukleotiden zeigen die Spezifitat der GFP-M&M 
Bindung. Der Supershift von M&M, der durch dxe 
Kotransfektion von GFP-M&M mit AMLl -ETO entsteht, 
zeigt die Dyslokalisation von AMLl -ETO zu den myb 
Bindungsstellen. 

Figur 3: " Bindung des AMLl -ETO an den endogenen c-kit Promo- 
tor mittels GFP-M&M. KCL22 Zellen wurden mxt FLAG- 
AML1-ETO und GFP oder GFP-M&M transfiziert, DNA- 
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bindende Proteine warden mit Hilfe von 
Formaldehyd fest an DNA gekoppelt, die Zellen 
lysiert, die DNA fragmentiert und mit antx-FLAG 
oder unspezifischen Antikorpem iinmunprazipxtxert . 
in, immunprazipitierten Chromatin warden dxe 
Promotor-Sequenzen von c-kit und P 14* mxt exner 
PGR detektiert. Ein representatives von zwex 
Experimenten wird gezeigt. 

Ficur 4: Spezifische Repression des myb-abhangigen Promotors 

dorch GFP-M&M in Anwesenheit von AML1-ETO. KCL22- 
Zellen warden transient mit einem myb abhangxgen 
Laciferase-Konstrukt and c-myb, AML1, AML1-ETO, 
GFP-AM&M und GFP-M&M (wie angezeigt) transf xzxert . 
Der Mittelwert und der Standardfehler von drex 
unabhangigen Experimenten ist dargestellt. 

GFP-M&M reprimiert Koloniewachstum in AML1-ETO 
exprimierenden Zellen. 

L 32D Zellen warden mit GFP als Kontrolle oder AML1- 
ETO und GFP-M&M wie angegeben transfiziert und 1 x 
10 s Zellen in Kolonienachweisverf anren 

ausgesiedelt. Die Photos zeigen representative 

Kolonien an Tag 10. 
3 32D Zellen warden wie angegeben transfiziert und xm 
Kolonie-Nachweisverfahren ausgesiedelt. An Tag 10 
warden die Kolonien gezahlt. Hier ist dxe 
Repression des Koloniewachstums verglichen mxt der 
Kontrolltransfektion mit GFP (als i 

gesetzt) dargestellt. Der Mittelwert und der 
Standardfehler von drei unabhangigen Versuchen 
wird gezeigt. 

c AMLl-ETO worde alleine oder in Kombination mxt GFP- 
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. • -^n-Zellen transfiziert und 
M&M °?" * KoXonienaebweisverfanren 

ist dargesteXXt . ^ ^...^ 

d GFP oder GFP M» licherweise AML.1-ETO 

"^"t' J in KoXonienachweisverfahren 

oer MitteXwert und «~ 

• von — — .< 

ist dargestellt . 

. . . - n aMLii-ETO exprimierenden Zellen 
Fi9Ur „ oep-m*m ^^JZr^n -it »ca-wo. . 

™« transfiziert und anschXieSend 
^ Tjfizierten ZeXXen durch 

warden die =mrtiert Die transfix ierten 

I-chfXu^yton.e trie so rtiert. TUNEL-Nach- 
ZeXXen wurden dann in 
weisverfahren anaXysiert. 

H»r PACS Ergebnisse fur BrdU-positive. 
a DarsteXXung de 9 Rurven stellen 

apoptotische ZeXXen. I* Kont rollz„ec,cen 

die W»-r*. » wurden. dar. 

.it eine* "ervektor tr^ £ hen zellen 

b DargesteiXung der AnteiXe von y * 
in den transf izierten 32D ZeXXen. 

In zeXlen ohne AHLX-ETO werden MYB-abhangige 
— ZJZL - vivo nicbt - - 

Pri»are -urine Knoo^arK ^ -J^wurde die 

^"^^ in den OEP-positiven ZeXXen 
Expression von KIT in ae 
anaXysiert. Die Ergebnisse eines vo 
unabhangigen Experimenten werden gezeigt. 
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!„ oen Beispielen wurdin die (olgenden Materralren und Methods 
verwendet : 

1- p^-MSM Expressionspla^d in PCDHA3.1 wurde nittela 
= ^XyLaaefcetLreaKtion (PCR, unter Verwendung ernes ™n 

c!^ Expreaaionsplasuidea und von cDHA aus KCL22 ^"»^ s 
hergeetellt. wobei apezifiscne Primer 

- „„v, .Vodiert von den Nukleotiden 193 -594 

Bindungadomane von c-myb <*odrer C ^^^^^ 
der SEQ ID NO: 13; umfaasend die Restrinxio 
fto Kpnl und BainHX) und die » Bindungadoxane von MEF 
kLierc von den Hufcleotiden 251-613 der SEQ ID: 12 , u*faaaend 
(kodierc von EooRI) verwendet 

£T.X U entapricbt den H u*leo t iden ,1-- von «XO 
So, 11) Kloniert. GFPAM« wurde entaprechend 
ein PCR Fragment verwendet wurde. welchem die era t en IS, 
Basenpaare der DNA-Bindungsdomane dea c-Myb fehlten. 

-^r^r^cc .cc ATO «... « 

ZZ£ rev=S- CAG AAT TCG CCT TTG CCA TCC TTT GAT (SBO 
ID NO: 4) 

r , imrr ffir ^-.^ nwA.Bir ^^ ^ntnane von c-mvb: 

^T^TT^^T^ GTC ATT GCC AAT TAT CTG-L (SEO 
IDN !Lf.l rev:5 .. 0,0 AGA GGA TCC GTA GCC TTC CTG TTC CAC-L ( SE0 



myb-BamHl 
ID NO: 6) 



WO 2004/037278 




^^T/EP2003/0 1 1 525 



Das myb-TK (Thynndinkinase) Luziferasekonstrufct war ein <^schen* 
Zn «of. Br KXe^pnauer. Die a^X-ETO <«* wurde ,n pcD^.X 
subkloniert . 

Lanen ..yeXoiUen ZeXXXinien KCX 22 und "^J"^ 
Af £ ennieren ZeXXXinie Cos, <™ ^ -XXen 

b*— V « £ata6n ^ ltlVie ": t pla JLTd DNA transfisiert 

(invitrogen) mit 5 Pl»B«id DNA transf iziert . 

3.Immunoblottingt GFP-M&M oder GFP- 

A us den It den Hxpre^io^^en fur O^OPP ^ 

tz^r^r^ -tir — — ~— - 

^X^Xen Linen ^^r^ 

^tiLper gegen Maus IgG erfoXgte (aacfcson X^Researcn, . 

4.EXekt:rophoretiscner Mobiiitats-Shift-Aesay 

Cos.ZeXXen wurden .it einer Oe^t^e ~ J ^« ^ 

pr essionsve* t oren fur ^ J^*^; ^ Herstellu ng von 
verschiedenen Kombinatronen tran»f«xert_ 
ZeXXkemextraJcten der transf izrerten Cos7 -ZeiXen 

„-<™ ,md die OXigonukieotide, weXche die c myo 
dungsreaktion una are et a X., 

^sensus-Bindungsse^en, J^^J^^ die ko„- 

„„. BXood. voX.S* V^ s -«' ^^Xstrangiger oXigo- 
petitiven Bxper^te v^rden X o ng oder 
nukleotide verwendet, die entweaer ^ i 
eine unspezif ische Bindungsstelle aufwiesen. 
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5 •Chromatin Immunoprazipitation: 

KCL22 Zellen wurden mit FLAG AML1-ETO und GFP oder GFP-M&M 
transf iziert. 12 Stunden nach der Transf ektion wurden durch 
Zugabe von 1% Formaldehyd fur 10 Mirxuten die zellularen 
Proteine an die DNA gebunden und anschliefiend die Reaktion 
durch die Zugabe von 0,125 M Glycin beendet. Die Zellen wurden 
zweimal in eiskaltem PBS gewaschen und in 1ml RIPA Lysepuffer 
mit Protease -Inhibitor en, 200 ]xM Natrium Orthovanadat und 50 \iM 
NaF lysiert. Nach einer 10-minutigen Inkubation auf Eis wurde 
das Chromatin mit Hilfe von UV-Strahlen fragment iert (9 Pulse 
von 5 Sekunden) . Die Zelltriimmer wurden mittels Zentrifugation 
abgetrennt und 50 pi wurden als "input "-Kont roll e aufbewahrt. 
Der Rest des Lysates wurde in 40 pi Protein A/G- Agarose mit 5 
\ig Kaninchen- und Maus-IgG vorgereinigt . Der Rest jedes Lysates 
wurde in zwei Proben aufgeteilt und die Immunoprazipitation 
wurde entweder unter Verwendung von 3 jig eines ant i- FLAG oder 
Maus-IgG mit 40 \il Protein A/G-Agarose uber Nacht durchgef uhrt . 
Die Immunokomplexe wurden achtfach in einem Puffer mit geringem 
Salzgehalt gewaschen (0,1% SDS, 150 \iM NaCl, 1% Triton X-100, 2 
UM EDTA, pH 8,0, 20 \iM Tris-HCl, pH 8,1). AnschlieSend wurden 
die Verbindungen zwischen der DNA und den Proteinen in den 
Immunkomplexen und der " input "-Kontrolle wieder gelost und die 
DNA aus der Losung Phenol /Chloroform extrahiert. Dann wurden in 
den Proben spezifische Promotor-Sequenzen fur die c-kit 
Promotor Region und die pl4 ARP Promotor Region mittels PCR 
detektiert. 

Die PCR wurde mit einer Taq- Polymerase (Promega) auf einem 
Mastercycler (Eppendorf) durchgefuhrt (95°C fur 3 Min. , 37 
Cyclen bei 95°C fur 1 Min., 60°C fur 1 Min. und 72°C fur 1 
Min.). Die Produkte wurden auf einem 2% Agarosegel aufgetrennt 
und mit Ethidiumbromid gefarbt. 
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Primer fur die pl4 ARF Promoter Region: 

pl^ for: 5'-AGT GGC TAC GTA AGA GTG ATC GO 3' (SEQ ID NO: 7) 

pl4 ARF rev . 5'-CTT ACA GAT CAG ACG TCA AGC CC -3' (SEQ ID NO: 

8) 

Primer fu r die c-kit Promoter Region: 

c-kit for: 5'- ACT GTT GTT GCT TTC CGT TCA A- 3 • 

(SEQ ID NO: 9) 

C-kit rev: 5'- TTA AGC CCG ATT TCA CTG CC-3 ' 

(SEQ ID NO: 10) 



6 . Luzif erase -Nachweis : 

Der Nachweis der Promotoraktivitat erfolgte nach im Stand der 
Technik bekannten Verfahren (Muller et al., 2000, 
Mol. Cell. Biol. , Vol.20, S. 3316-29). Dabei wird eine 
Gesamtmenge von 15,5 ug Plasmid mittels Elektrophorese 
transfiziert. Die Mischung bestand aus 5 ug eines myb-TK 
Luzif erasekonstruktes, 0,5 ug PRL-null Plasmid (Promega, 
Madison, WI) zur intemen Standarisierung und 5 ug der 
Expressionsvektoren fur AML1, AML1-ETO, GFP-AM&M und GFP-M&M in 
verschiedenen Kombinationen. Leervektor wurde zum Ausgleich der 
Gesamtmenge an transf izierter DNA mittransf iziert . Nach 18 
Stunden wurden die Zellen lysiert und die Aktivitat der 
Firefly- und Reni 11a- Luzif erase unter Verwendung des "Dual 
Lucif erase Assay Systems" der Firma Promega detektiert. Die 
Reni 11a- Luzif erase Aktivitat wurde zur internen 
Standardisierung der Transf ektionsef f izienz benutzt. Aus drei 
unabhangigen Experimenten wurden die Mittelwerte und 
Standardf ehler berechnet . 



7.Klonales Wachstum in Methylzellulose: 

32Dcl3 Zellen und Kasumi Zellen wurden transient mit einer 
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Gesamtmenge von 15 g der Express ionsvektoren fur AML1, AML1- 
ETO, GFP, GFP-M&M und GFP M&M in verschiedenen Kotnbinationen 
transf iziert . Urn das klonale Wachstum zu untersuchen, wurden 
die transf izierten Zellen am Tag nach der Elektroporation iiber 
eine Gradienten-Zentrifugation separiert und in einer Kon- 

zentration von 1 x 10 s lebenden Zellen pro 35 nun Platte in 1 ml 
eines Kultur-Mixes ausgesiedelt . Dieser Mix bestand aus 
"Isocove modif iziertes Dulbecco Medium" (IMDM, Life Tech- 
nologies, Grand Island, N.Y.), 1% Methylzellulose, 20% FCS, IL- 
3 (lng/ml) und 0,6 mg/dl G418. Alle Versuche wurden dreifach 
angesetzt und die Kolonien am Tag 10 gezahlt. Aus drei 
unabhang i gen Experimenten (fur die Kasumi Zellen zwei 
Experimente) wurden Mittelwerte und Standardf ehler berechnet. 

8 . Apoptoseassay : 

32Dcl3 Zellen wurden transient mit den Express ionsvektoren fur 
GFP, GFP-M&M und AML1-ETO in verschiedenen Kotnbinationen 
transf iziert . Nach 24 Stunden wurden die GFP-positiven Zellen 
mittels Durchf lufizytometrie aus den gesamten Zellen 
heraussortiert und weiter untersucht. Der Prozentsatz der 
apoptotischen Zellen innerhalb der GFP positiven Zellen wurde 
mittels eines TUNEL Assays (APO-BrdU Kit der Firma Pharmigen) 
bestimmt, wobei die Experimente nach den Anweisungen des 
Herstellers durchgefuhrt wurden. Die Ergebnisse von einem der 
drei unabhangigen E^q>erimente mit ahnlichen Ergebnissen werden 
gezeigt . 

9. Retrovirale Transduktion von primaren Knochenmarkzellen : 

Aus den Femura sechs Monate alter BALB/c -Mausen wurden 
Knochenmarkzellen entnommen und in RPMI1640 -Medium unter 
Zugabe von murinem IL-3 kultiviert. Phoenix- Zellen wurden mit 
Hilfe von Lipofectamin Plus (Invitrogen) transient mit GFP 
Oder GFP-M&M in MSCV2.2 transf iziert . Nach 24 Stunden wurde 
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das Medium gewechselt . 48 Stunden nach der Transfektion 
wurden die Uberstande geemtet, gefiltert <0.45um> und nach 
Hinzufugen von Polybrene zu den Knochenmarkzellen 

gegeben. Dann wurden die Zellen 45 min bei 2000g 
zentrifugiert und 2 Stunden bei 3 7 o C inkubiert und 
anschlieSend ein zweites Mai wie beschrieben transduzxert . 
Zwei weitere Runden der Transduktion erfolgten am nachsten 

2^ Stunden nach dem Ende der Transduktion wurde in den Zellen 
mit Hilfe der Durchf lusszytometrie die Expression von GFP und 
KIT (anti-CDH7-PE von PharMingen) und die Apoptose mxt 
Annexin V-PE (PharMingen) gemaS der Protokolle des 
Herstellers untersucht. 



Ein Fusionsprotein aus dem "enhanced green f lu °™ C *™ te ^ 
(GFP, fur Nachweiszwecke; kodiert von den Hukleotrden 91-813 der 
SEQ ID N0:11>, der DNA BindungsdomSne des murinen c-myb (dre 
Nucleotide 193-594 der SEQ ID NO=13 kodieren fur dre 
Aminosaurereste 65-198 des murinen c-myb.. vgl Sakura et ^ 
X989, Proo.Hatl.Acad.Sci. USA. vol.86. S. 5758-61) und der ^AMLl 
Bind^gsdomane des humanen Myeloid elf like Fetors. MEF (die 
Nukleotide 251-618 der SEQ ID:12 kodieren fur die Am nosaurereste 
87-206 des humanen MEF; vgl. Mao S. et al.. 1999, Mol.Cell.Biol. , 
Vol.19, S. 3635-44)) wurde konstruiert. 

D er Transkriptionsfaktor c-myb 1st dafur bekannt. da* 

normale Hamatopoese und das Oberleben der Mmatopoetrschen Zellen 

essentiell ist (Mucenski et al.. 1991, Cell, Vol^65. 

konnte gezeigt werden, da* die Henmung des c-nyb durch 

strategien oder c-myb Knock out Mause nicht in der I^ge sind, erne 
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normale Hamatopoese auszubilden (Ratajczak et al., 1992, 
Proc.Natl.Acad.Sci. USA, Vol.89, S. 11823-7). 

Als zweiter Teil des chimaren Proteins wurde die AML1 Bin- 
dungsdomane des MEF (Myeloid like ELF factor) verwendet. Die 
Aminosauren 87-206 des MEF binden stark an AML1 und AMLl-ETO in 
vivo und in vitro (Mao S. et al., 1999, Mol . Cell. Biol . , Vol.19, 
S 3635-44) . Alle drei Domanen wurden in Leserichtung in den 
Expressionsvektor pcDNA3.1 kloniert. Dieses Konstrukt wurde als 
GFP-M&M bezeichnet (Figur lb). Fur Kontrollzwecke wurde erne 
Deletionsmutante, welche die ersten 53 Aminosauren der DNA 
Bindungsdomane des c-myb nicht aufweist, nergestellt. Die 
Deletionsmutante wurde als GFP- M&M bezeichnet. 

Die Expression der rekombinanten Proteine wurde nach transienter 
Transfektion in Cos7-Zellen mittels immunoblot-Nachweisverfahren 
unter Verwendung von Anti-GFP-Antikorper analysiert (GFP alleine 
35 kDa, GFP- M&M 80 kDA; GFP-M&M 85 kDa; Fig. lc) . 

^■j SP j e l 2 *™i Y *» der T^H^q von GFP-M&M an myh Bin- 

Hnngsstellen 

Um die interaktion des GFP-M&M mit myb DNA Bindungsstellen zu 
analysieren, wurden elektrophoretische Mobilitats-Shift-Assays 
durchgefuhrt (vgl. Figur 2). Dafur wurden nukleare Extrakte 
transient transf izierter cos7-Zellen hergestellt. Em 
doppelstrangiges myb-Consensus Oligonucleotid diente als ziel-DNA. 
Diese Experimente zeigten, daS GFP-M&M ahnlich wie c-myb 
spezifisch an myb DNA-Bindungsstellen bindet. AMLl-ETO alleine 
wies keine Bindung an die myb-Bindungsstellen auf, aber GFP-M&M 
fuhrte zu einer Bindung von AMLl-ETO an die DNA. Dies resultierte 
in einem Supershift des Komplexes bestehend aus DNA, GFP-M&M und 
AMLl-ETO (Fig. 2) . 

BejaBiel 3 GFP-M&M hin rlet RMT.l-ET O an (ien enrlo qeT^ c-Kit 
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Promotor 



■ o ■ H r\a des GFP -M&M und die Bindung von AML1-ETO an endogene 
Die Bindung des GFP M&M un Verwe ndung eines Chromatxn 

c-myb Ziel-Promotoren wurde unter g Zellen 

Inununprazipitations-Nacnweisverfanrens (ChxP) xn 

analysiert . 

a _ a arf p romot0 r analysiert (Linggx et ax., 

AML1-ETO an den P 14 Promotor an y ma rkierte Form des 

a f7\ Juli 2002)). Eine mxt FLAG marxxerte 
Medxcxne, 8 (7), Julx n QFP-M&M in KCL22 Zellen 

AMLi-ETO wurde in Kombinatxon mxt GFP oder GFP 

... niP Transkriptionsfaktoren warden mxt DNA one 

anti-PL^-AntiKorpers oder f« au£g efco be u und 

die Gegenwart der c Kit un p Pr0 tnotors war in den 

mi ttels PCR analysiert. Die ^GFP transfiziert 

ChiP-Proben der KCL22 Zellen, dxe mxt AML ETO una 
worden waren, nicht nacnweisbar. 

n nwart des GFP -M&M warden jedoch die e-kit Promotor- 
in Gegenwart des w x Gegensatz 

Seouenzen mit AML1-ETO aus KCL22 

, . .,mp pT-omotorseguenz xn Immunfcompxexew 
dazu wurde dxe pl4 Prom0t ° r ^ Gpp trans f iz iert worden 

zellen nachgewiesen, dxe mxt AML1 EK und ^ ^ ^ 

waren. Die Sequenz wurde nxcht xn Gegenwart 
M&M nachgewiesen (Fig. 3) . 

**<i rT?P-M&M AML1-ET0 an den endogenen c- 
Diese Ergebnisse zexgen, daS GFP M&M wu. 

_ vit - in vivo binden kann. 
myb abhangigen Promotor c-kxt xn vxvo 

r „„ mvb - ^sr^tren pronjOfcOESa iQ Qpgenwart 

p^-i s piel 4 Hemming YSS mvb annaTigj-H 

unn nPP-M ^M AMT.1-ET0 
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GFP-M&M bindet an *yb abhangige Promotoren. bildet *it SML1-ETO 
^oweit vorhanden, einen Konplex und inhibiert dadurch die- 
Genexpession. 

Als weiterer Naohweis wurden L uziferase-Assays durchgefuhrt. wobei 
Ts Luziferase-Gen unter der Kontrolle eines n-inimalen Thyazdzn- 
"L^ro.notors It drei zus.tzlichen my b BMA-Bzndungsstellen 
stand (Ziabold at al., 1997, Curr.Biol., Vol.7. S. 253-60) . KCL22 
TL wurdan .it dan Eeporter*onstru*ten und <?-Jf™'? 
AML1-ETO in verschiedenen Konfcinationen transfzzzert Fig.4) . 
^nes da, Protaina war allaina in dar Lege, dia Luzzferase- 
wesentlich zu beeinf lussen. Zallan dia und 
AML1-ETO zusanroen exprimieren, zeigten jadocb eine mate als 5 
^be —g dar Pro^otor-Axtivitat (Fig.4) . ^"^V"°^ 
analysiert. ob dia funxtionale Interaction zwzschen 
^b DHA Bindungsstallan fur dia Ha^nung dar ^™"«^' X ^ 
mlttals GFP-M&M in AML1-ETO poaitivan Zallan notwendzg war Dia 
Nation dar OMA Bindungsstelle in GFP-AM6M he TO t dia 
de s rexoztoinanten Protaina. wobai iedoch dia Expression das 
Plains nicbt verandert wird (Pigur lb, . Wedar dia von 
GFP-AM*M alleina. nocb die Expression von GFP-AMSM und AML1-ETO 
zusammen hemmten die Luziferase-Aktivit&t. 

D iese Ergebnisse zeigan. da* die GFP-M&M Bindung an dia DHA «r 
die Repression das n^b abhangigen Gens in Gegenwart von AML1-BT0 
notwendig ist (Fig.4). 



^iSBi^ TI B- ASS IB.l rnl n^ ^ fHf *ir " h TFP-M.H to W- 

pth ^y prim -i^renden Zellen 

Die Aktivitat das Transxriptionsfaktors Myb und die Expression der 
Z abhangigen Gene sind fur das Wachstun, und die ^«»"- 
baltopoetiscner Zallan essentiell .White et al.. 2000, Oncogene. 
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„ * ie WirXung von GFP-M&M auf die 
vol.19, B.1196-205). Daner wurde die m^g Zellen 
Proliferation und uberlebensrate der AML 
analysiert . 

r,<=fizierten hamatopoetischen 
Zunacnst wurde die «^^^ wkW: . Das Koloniewachstu* 
32D zellen zur Kolonxenbxldung unt. ^ ^ ^ QFP „ M&M 



r.llen die «it AML1, GFP-MfcM 
wurde in Zellen, oi= ^ ^ 



wurde in - ge nettvmt. 

transfiziert worden waren, mcnt g 

f ' ziert worden waren, 
Zellen. die .it AML1-ETO '^J^^^tuns. welcbe < 
Migt en eine secbsfache — *J~ des ^-KTO selbst 

wa brscbeinlicb auf den M01 . cell . B io. , 2000. vol.20.. 

2 uruc* 2 u£uhren 1st (Muller ^ GFP . MiM in Gegenwart 

S. 3316-29). Transfektion der 32 der Koloni en etwa um 

von ^1-BTO redusierte 3 edocb : ^ ^ ^ ^ 

^ 60fache (Figur Sa und b) . XmV. ^g ^ gemelnsame 

in Kolonie-Assays wurde £ *»^ die relative Anzanl der 
session von GFP-MS* ™* «* « a « innibierten 

"lonien « *ebr ale ..* "^^^cbst^ («..«» ■ 
GPP-AMSM und AML1-ETO nicbt das ^ £unkcionale mterak^on 
le tztere Beobacbtu^g da^ £flr die Herolun g des 

2wi scben und .£ » ^ zellen notwen aig i~. 

Kolonienwachstums in AML1-BTO po 

aur i ETO transfizierten Zellen 
Neb en den wirkungen von «M« ^Uven Kasu.ni-1 

^ d e auch die *tivxttt von GFPMfcM ^ nacb 

Leu ktaie 2 ellen untersucht. ^ 2U zellen , die mit GFP- 

'^^tS.CS^ «orden waren, u. das 
pcPHM.l alleine (Kontrolle) 
12£ache reduziert (Fig-Sd) . 
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c-myb Aktivitat aufweisen, 

Hamatopoetische Zellen, die kexne y ^ ^ 1Q< 
unterliegen der Apoptose (Taylor et 1.. 



S. 2732-44) . 



Ei n £ lu* aui ~ * • 32D " Zellen 

«X ™ b ™ Ch "^ er G ™ Oder mit einer KoKbinatron 
warden mit GFP, AML1-ETO Oder stund en befanden 

aus AML1-ETO und GFP-M&M "^"^-ETO oder GFP-M&M alleiu 
sich etwa 10% der zellen, dre ' *«■ ProZ entsa« 
exprin.ieren. in Apoptose. ~ ^ 
apoptotiscber Zellen onter den einer vier£a cben 

auch GFP-M&M exprimierten, 39*. Dree 
Zunalme der Apoptoaerate (Fig . 6a und b) . 

Din ,u «ige, dasa GFP-M&M in ^^T^^ 
abbangigen Promotoren in vrvo nrcht n*n» ^ ^ 
Maus-Knochenmarkzellen mlt CTP - po sitiven Zellen zu 

tr aneduzie«. Hierdurcb Kaa, es in den GFP P ^ ^ 

Keinem signifikanten untersohred » der xp ^ 
(Fig .„ und der Kate der ^be agression der 

erf indungsgemaBen verbrndungen kerne sp zelle n 
Transcription von MVP-abhangigen Promotoren rn 

induzieren. 
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Patentansprucne 



Verbindung, die Bindungsaf f initat fur ein Tumor 
spezifisLs Molekul aufweist und eine Dyslokalxsat.on 
des Tumor-spezif ischen Molekuls bewirken kann. 

2 , verbindung gemaS ein Anspruch 1. In der die 

Dyslokalisation das Wachstum Tumor-spezif xscher Zellen 

inhibiert . 

der die 



5. 



7. 



8, 



Verbindung gemaS Anspruch 1 oder 2, xn 
Dyslokalisation 
induziert . 



in Tumor-spezif ischen Zellen Apoptose 



verbindung gemaB einem der Anspruche 1 bis 3. die e 
Peptid. Oligopeptid, Protein, Fusionsprotern. Oder ern 
organises Molefcul mit einem Molekularge«rch t von < 5000. 
< 1000 Oder < 500 ist. 

verbindung gemaS einem der Anspruche 1 bis 4, in der das 
Lor-spezifiscbe Molekul ein Peptid, Oligopeptxd, 
Protein, Fusionsprotein, RNA oder DNA ist. 

Verbindung gemaS einem der Anspruche 1 bis 5, die eine 
6 . verninauxig 3 . 12 d besond ers bevorzugt 

Bindungsaffinitat in 10 - 10 , una 

von 10' 7 bis 10" 9 auf weist . 



verbindung ge.eE einem der Anspruche 1 bis 6 in der das 
Tumor-spezifische Molekul in gesunden Zellen nrcht Oder rn 



anderer Form vorliegt. 



verbindung gemafc einem der Anspruche 1 bis 7. in der das 
Tumor-spezifische Molekul ein Fusionsprotern rst. 



WO 2004/037278 




iPCT/EP2003/0 1 1 525 



9. Verbindung gemafi einem der Anspruche 1 bis 8, in der das 

Tumor- spez if ische Molekul AML1-ETO ist. 

10. Verbindung gemaE einem der Anspruche 1 bis 9, in der das 

Tumor- spez if ische Molekul eine DNA-Bindungsdomane, ein 
Signalpeptid, Kinaseaktivitat , Chromatinmodulatorische 
Eigenschaf ten # Protein-Proteininteraktionsdomanen oder 
Transkriptionelle Eigenschaf ten aufweist. 

11. Verbindung gemaS einem der Anspruche 1 bis 10 , in der die 

Dyslokalisation das Tumor- spezif ische Molekul an eine 
Nukleinsauresequenz bindet, welche die Transkription 
eines Gens reguliert. 

12. Verbindung gemafi einem der Anspruche 1 bis 11, in der die 

Dyslokalisation das Tumor- spezif ische Molekul an eine 
Nukleinsauresequenz bindet, welche die Transkription 
eines Gens reguliert, wodurch die Transkription des Gens 
aktiviert oder inhibiert wird. 

13. Verbindung gemaS einem der Anspruche 1 bis 12, in der die 

Verbindung die Peptidsequenz der c-myb DNA-Bindungsdomane 
umf aSt . 

14. Verbindung gemaS einem der Anspruche 1 bis 13, in der die 

Verbindung die Peptidsequenz der AML-l-Bindungs-domane 
des "myeloid elf like factor" urnfaJSt. 

15. Verbindung gemafi Anspruch 13 oder 14, in der die 

Verbindung die Peptidsequenz der c-myb DNA-Bindungsdomane 
und die Peptidsequenz der AML- 1 - Bindungsdomane des 
"myeloid elf like factor" umfafit. 

16. Verbindung gemaS Anspruch 15, in der die Verbindung die in 

SEQ ID NO: 1 gezeigte Sequenz aufweist. 
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17. Nukleinsaure, die fur ein Peptid oder Protein gemafi einem 

der Anspruche 2 bis 16 kodiert. 

18. Nukleinsaure gemaS Anspruch 17, die eine DNA oder RNA ist. 

19. Vektor, der eine Nukleinsaure gemaS einem der Anspruche 17 

oder 18 umfaSt. 

20. Wirtszelle, die eine Nukleinsaure gemaS einem der 

Anspruche 17 oder 18 oder einen Vektor gemaS Anspruch. 19 
auf we ist . 

21. Arzneimittel, das eine Verbindung gemaJS einem. der 

Anspruche 1 bis 16, eine Nukleinsaure gemaS einem der 
Anspruche 17 oder 18, einen Vektor gemaS Anspruch 19 oder 
eine Wirtszelle gemaS Anspruch 20 umfafit. 

22. Arzneimittel gemaS Anspruch 21, das ferner einen 

pharmazeutisch vertraglichen Trager umfaSt. 

23. Arzneimittel gemaS Anspruch- 21 oder 22, das zur oralen, 

intravenosen oder intramuskularen Verabreichung 
formuliert ist. 

24. Verwendung eiher Verbindung gemaS einem der Anspruche 1 

bis 16, einer Nukleinsaure gemaS einem der Anspruche 17 
oder 18, eines Vektors gemaE Anspruch 19 oder einer 
Wirtszelle gemaS Anspruch 20 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Tumoren. 

25. Verwendung gemaS Anspruch 24, wobei der Tumor Leukamie, 

insbesondere Akute Myeloische Leukamie ist. 



26. 



Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemaS einem der 
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Anspruche 1 bis 16, bei dem man das Peptid oder Protein 
rekombinant exprimiert oder durch Proteinsynthese 
gewinnt . 



27. Verfahren zur Identif izierung einer Verbindung, die zur 

Behandlung von Tumor en geeignet ist, bei dem man: 

(a) ein Tumor-spezif isches Molekiil identif iziert ; 

(b) eine Verbindung identif iziert , die eine 

Bindungsaf finitat fur das Tumor-spezif ische Molekiil 
aufweist und eine Dyslokalisation des Tumor- 
spezif is chen Molekiil s bewirken kann. 

28. Verfahren gemaS Anspruch 27, bei dem man solche 

Verbindungen identif iziert , in denen die Dyslokalisation 
das Wachstum Tumor-spezif ischer Zellen inhibiert oder in 
Tumor-spezif ischen Zellen Apoptose induziert. 

29. Verfahren gemaS Anspruch 27 oder 28, bei dem man das 
" Tumor-spezifische Molekiil mittels Micoarray-Analysen, 2D- 

Proteingelelektrophoresen mit nachf olgender massenspek- 
trometrischer Identif izierung oder einer Kombination der 
genannten Verfahren identif iziert . 

30. Verfahren gemaS einem der Anspriiche 2 7 bis 29, bei dem die 

Verbindung, welche eine Bindungsaf finitat fur das Tumor- 
spezifische Molekiil aufweist und eine Dyslokalisation des 
Tumor-spezif ischen Molekuls bewirken kann, ein Protein, 
eine RNA eine DNA oder eine organisches Verbindung ist. 

31. Verfahren gemaS einem der Anspruche 27 bis 30, bei dem man 

die Verbindung, welche eine Bindungsaf finitat fur das 
Tumor-spezifische Molekiil aufweist und eine 
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Dyslokalisation des Tumor- spezifischen Molekuls bewirken 
kann, mittels Hochdurchsatz -Screening- Verf ahren 

identif iziert . 

32. Verfahren gemaS einem der Anspruche 27 bis 29, bei dem die 

Verbindung, welche eine Bindungsaf f initat fur das Tumor - 
spezifische Molekul aufweist und eine Dyslokalisation des 
Tumor- spezifischen Molekuls bewirken kann, aus zwei 
Teilen zusammengesetzt wurde. 

33. Verfahren gemafi Anspruch 32, bei dem ein Teil der 

Verbindung eine Bindungsaf f initat fur das Tumor - 
spezifische Molekul aufweist und der zweite Teil die 
Dyslokalisation des Tumor- spezifischen Molekuls bewirken 
kann. 

34. Verfahren gemaS Anspruch 3 2 oder 33, bei dem die zwei 

Teile in getrennten Screening-Verf ahren identif iziert 
werden . 

35. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels, Schritte 

umfassend, bei denen man: 

(a) eine Verbindung, die zur Behandlung von Tumoren 

geeignet ist, mittels eines Verfahrens gemaS den 
Anspruchen 27 bis 33 identif iziert ; 

(b) die Verbindung synthetisch oder rekombinant 

herstellt; und 

(c) die Verbindung zu einem Arzneimittel f ormuliert . 

36. Verfahren gemaS Anspruch 35, bei dem das Arzneimittel zur 

Behandlung von Tumoren, beispielsweise zur Behandlung von 
Leukamie und insbesondere zur Behandlung Akuter 
Myeloischer Leukamie geeignet ist. 
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FIGUR 1C 
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FIGUR 5A 
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FIGUR 5C 
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FIGUR 5D 
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FIGUR 6A 
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FIGUR 6B 
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